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RESUMO

A acidemia isovalérica € uma doenca hereditaria neurometabdlica causada pela
deficiéncia da atividade da enzima isovaleril-CoA desidrogenase da rota de
degradacdo da leucina. E caracterizada bioquimicamente pelo acimulo nos
tecidos e fluidos bioldgicos dos pacientes afetados principalmente dos acidos
isovalérico (IVA) e 3-hidroxiisovalérico (3-OHIVA), bem como isovalerilglicina
(IVG). Os achados clinicos caracterizam-se fundamentalmente por sintomas
neurologicos graves, tais como convulsdées, coma e letargia. O presente trabalho
teve por objetivo investigar os efeitos in vitro do IVA e IVG sobre varios
parametros de estresse oxidativo em cértex cerebral de ratos de 30 dias de vida,
tendo em vista que os mecanismos envolvidos no dano cerebral dessa doenca até
o0 momento s&o pouco conhecidos e que recentemente foi demonstrado que o 3-
OHIVA, também acumulado nas acidurias 3-metilglutacénica e 3-hidroxi-3-
metilglutarica, induz peroxidagédo lipidica em cortex cerebral de ratos jovens.
Nossos resultados demonstraram que o a IVG, mas ndo o IVA, aumentou
significativamente os niveis de TBA-RS e quimiluminiscéncia, indicando que este
metabdlito induz lipoperoxidagao in vitro. Com a finalidade de investigar se este
efeito foi devido a glicina que faz parte da molécula de IVG, testamos o efeito da
glicina sobre estes mesmos parametros e verificamos que este aminoacido
também induziu dano oxidativo lipidico nesta estrutura cerebral de mesma ordem
de magnitude que a IVG. Verificamos também que os antioxidantes trolox
(vitamina E soluvel), L-NAME, GSH, melatonina, creatina e uma combinacéo de
CAT+SOD nas doses usualmente suplementadas em estudos in vitro ndo foram
capazes de impedir o aumento dos niveis de TBA-RS induzido pela IVG. Ja a
presenca de N-acetilcisteina, precursora de GSH, em concentracbes usuais
preveniu esta peroxidacao lipidica in vitro induzida por IVG, indicando que o IVG
provavelmente provoca um decréscimo das concentragdes cerebrais de glutationa
reduzida (GSH) provavelmente secundario a elevada producéo de espécies ativas
induzida pelo metabdlito. Por outro lado, a adicado ao meio de incubacido de doses
altas desses antioxidantes, com excegcdo da combinagdo SOD e CAT, preveniu
totalmente o aumento do TBA-RS induzido por IVG, indicando uma alta produgcao
de espécies reativas com consequente dano oxidativo lipidico. O préximo passo
de nossa investigacao foi determinar a influéncia do IVA e IVG sobre a oxidagéo
do DCFH e dos niveis de glutationa reduzida (GSH). Tanto o IVA, quanto o IVG
nao alteraram os niveis de DCFH. Por outro lado, o IVA ndo modificou, enquanto a
IVG provocou uma diminuicao significativa dos niveis do GSH. Tal efeito ndo se
deveu a uma agao pré-oxidante direta do IVG ou a interferéncia desse composto
na medida dos niveis de GSH. Tais resultados estdo de acordo com o fato de que
a N-acetilcisteina, substrato para a formacdo de GSH, foi capaz de prevenir o
aumento da lipoperoxidacao lipidica induzida pelo IVG.Verificamos também que o
IVA e o IVG nédo afetaram o TRAP e o TAR que representam o potencial
antioxidante total e a reatividade antioxidante total, respectivamente. Por outro
lado, a IVG nao induziu dano oxidativo protéico medido pela oxidagao de sulfidrilas
e pela formacao de carbonilas, enquanto o IVA causou um aumento significativo
na formagdo de carbonilas, sem alterar os niveis de tidis. Concluindo, nossos



resultados indicam que a IVG é o metabdlito acumulado na acidemia isovalérica
que induz em maior grau estresse oxidativo em homogeneizados de coértex
cerebral de ratos jovens, enquanto o IVA é capaz de provocar dano oxidativo
protéico. Um aumento do estado pro-oxidante e uma menor capacidade
antioxidante, representada pelo decréscimo do GSH cerebral, indica que o
estresse oxidativo possa representar um mecanismo na fisiopatologia do dano
neuroldgico caracteristico da acidemia isovalérica.



ABSTRACT

Isovaleric acidemia is an inherited neurometabolic disorder caused by isovaleryl-
CoA dehydrogenase deficiency. It is biochemically characterized by accumulation
of isovaleric acid (IVA) and 3-hydroxyisovaleric acid (3-OHIVA), as well as
isovalerylglycine (IVG) in tissues and biological fluids of affected patients. Clinical
features are mainly severe neurological symptoms, such as convulsions, coma,
lethargy and ataxia. The present work aimed to investigate the in vitro effects of
IVA and IVG on various parameters of oxidative stress in cerebral cortex of 30-day-
old rats since the mechanisms of brain damage are poorly known in this disease
and that recently it was demonstrated that 3-OHIVA, also accumulating in 3-
methylglutaconic aciduria and 3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria, induces lipid
peroxidation in cerebral cortex of young rats. Our results showed that IVG, but not
IVA, significantly increased TBA-RS and quimiluminescence, indicating that this
metabolite induces lipid peroxidation in vitro. Aiming to evaluate whether this effect
was due to glycine that is a component of IVG molecule, we tested the effect of
glycine on the same parameters and verified that this amino acid also induced lipid
oxidative damage of the same order of magnitude than IVG. We also observed that
the antioxidants trolox (soluble vitamin E), L-NAME, GSH. Melatonine, creatine and
the combination CAT + SOD at doses usually supplememented in vitro studies
were not able to prevent the increase of TBA-RS levels induced by IVG. In
contrast, the presence of N-acethylcisteine, precursor of GSH, at usual
concentrations, totally prevented IVG-induced increase of TBA-RS levels,
indicating that IVG probably provoked a decrease of brain GSH concentrations
probably secondary to elevated formation of free radicals by this metabolite. On the
other hand, the presence of higher amounts of these antioxidants, except the
combination SOD + CAT, totally prevented the increase of TBA-RS elicited by IVG,
indicating that a high production of reactive species with consequent lipid oxidative
damage. The next step of our investigation was to determine the influence of IVA
and IVG on DCFH-DA oxidation and on GSH levels. Both IVA and IVG did not alter
DCFH-DA levels, whereas IVG caused a significant decrease of GSH levels. This
effect was not due to a direct pro-oxidant action of IVG or due to IVG interference
in the reaction used to measure GSH. Such effects are in line with those showing
that N-acethylcystein, the substrate of GSH formation, was able to prevent the
increase of lipid peroxidation elicited by IVG. We also found that IVA and IVG did
not affect TRAP and TAR that represent total tissue antioxidant potential and total
antioxidant reactivity, respectively. On the other hand, IVG did not provoke protein
oxidative damage measured by sulfhydryl oxidation and carbonyl formation,
whereas IVA causes a significant increase of carbonyl formation, without altering
thiol concentration. Concluding, our findings indicate that IVG is the accumulating
metabolite in isovaleric acidemia that induces in higher degree oxidative stress in
cortical homogenates from young rats, while IVA is able to provoke protein
oxidative damage. An increase of pro-oxidant status and a lower antioxidant
capacity, represented by a decrease of cerebral GSH, indicate that oxidative stress
may represent a mechanism in the pathophysiology of the brain damage
characteristic of isovaleric acidemia.
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1. INTRODUCAO

1.1 Erros inatos do metabolismo

O termo erros inatos do metabolismo (EIM) foi utilizado pela primeira vez
por Archibald Garrod em 1908, durante estudos realizados com pacientes com
alcaptonuria, doenga em que os pacientes afetados excretam grandes
quantidades de acido homogentisico na urina. O pesquisador observou que,
frequentemente, um ou mais individuos da mesma familia demonstravam ser
afetados sem que seus pais ou demais parentes apresentassem a doenca.
Baseado também na observagdo da maior incidéncia de consanguinidade entre os
pais dos pacientes e nas leis de Mendel, Garrod propds um modelo de heranga
autossdmica recessiva para este disturbio. Através da determinagdo do acido
homogentisico na urina de pacientes com alcaptonuria e da observagao de que
esta substancia era um metabdlito normal da degradagdo da tirosina, ele
relacionou este acumulo a um bloqueio na conversédo do acido homogentisico até
fumarato e acetoacetato. Verificou-se mais tarde que tais alteragdes resultavam da
sintese qualitativa ou quantitativamente anormal de uma proteina, enzimatica ou
nao (SCRIVER et al., 2001).

Atualmente, mais de 500 erros inatos do metabolismo foram descritos, a
maioria, envolvendo processos de sintese, degradagdo, transporte e
armazenamento de moléculas no organismo (SCRIVER et al., 2001).

Os pacientes portadores de algum tipo de EIM apresentam sintomatologia

muito variada e inespecifica, mesmo entre aqueles que possuem 0 mesmo



disturbio. Essa variacdo fenotipica deve-se a diferentes graus de deficiéncia
enzimatica, areas do metabolismo envolvidas e tecidos afetados. No entanto, a
manifestacdo clinica mais comum nos EIM deve-se ao acometimento do SNC,
com retardo neuropsicomotor, crises encefalopaticas, neurodegeneragao
progressiva e outras alteragcdes neurolégicas (BURTON, 1987).

Os EIM foram classificados por Sinclair (1982), em quatro grupos,
dependendo da funcao exercida pela enzima deficiente e do tecido envolvido, bem

como dos aspectos clinicos, bioquimicos, patoldgicos e terapéuticos:

1) Desordens de transporte: afetam basicamente o transporte renal e/ou
intestinal de moléculas orgénicas ou inorganicas. Exemplos: deficiéncias de

dissacaridases, defeito no transporte de magnésio e Doenga de Hartnup.

2) Desordens de armazenamento, degradacdo e secre¢ao: envolvem
proteinas de organelas celulares como o aparelho de Golgi ou os lisossomas.
Ocorre 0 acumulo de macromoléculas em tecidos especificos. Exemplos: doencas

lisossbmicas de depdsito, glicogenoses e cistinose.

3) Desordens de sintese: deficiéncia na sintese de proteinas ou outras
substancias com fungdes importantes tais como horménios, proteinas plasmaticas
e de defesa imunoldgica. Exemplos: hiperplasia adrenal congénita por deficiéncia

da enzima 21-hidroxilase da rota da sintese do cortisol.



4) Desordens do metabolismo intermediario: caracterizam-se por deficiéncias
enzimaticas das rotas do metabolismo intermediario de moléculas pequenas,
comprometendo importantes rotas, como o ciclo do acido tricarboxilico, o ciclo da
uréia, ou outras rotas. Assim, o substrato da enzima deficiente se acumula e, a
menos que haja uma rota alternativa para metaboliza-lo, o produto final da reacao
nao sera formado. Os mecanismos de injuria podem ocorrer pela agao do
substrato acumulado que pode ser toéxico, levando a alteragdes bioquimicas e
danos em determinados tecidos por ser liberado na circulagcao e transportado para
todo o organismo, por seus metabdlitos ou pela falta de substancias essenciais ao
desenvolvimento do organismo, causada pelo bloqueio metabdlico. Considerados
os mais frequentes EIM, essas desordens tém como exemplo as acidurias
organicas, as aminoacidopatias, as desordens do metabolismo das purinas e

pentoses, e outros.

1.1.1 Acidemias Organicas

As acidemias ou acidurias organicas séo erros inatos do metabolismo nos
quais, um ou mais acidos organicos acumulam-se nos tecidos dos pacientes
afetados devido a deficiéncia da atividade de uma enzima do metabolismo de
aminoacidos, lipideos ou carboidratos (CHALMERS e LAWSON, 1982). Varios
acidos organicos estdo presentes no sangue e na urina de individuos normais,
porém em concentracdes reduzidas. Nos pacientes com estes disturbios, estes
acidos encontram-se em altas concentragdes no sangue e, principalmente, na

urina.



Devido ao desconhecimento da classe médica, pela falta de laboratorios
especializados e pela dificuldade de diagnéstico, a frequéncia destas doengas na
populagcdo em geral é pouco conhecida. Na Holanda, pais considerado referéncia
para o diagnostico de erros inatos do metabolismo, a incidéncia destas doencgas é
estimada em 1: 2200 habitantes, enquanto que na Alemanha, Israel e Inglaterra é
de aproximadamente 1:6000 — 1:9000 recém-nascidos (HOFFMANN et al., 2004).
Na Arabia Saudita, onde a taxa de consanguidade é elevada, a frequéncia é de 1:
740 nascidos vivos (RASHED et al., 1994).

No inicio da década de 80, foi demonstrado que estes disturbios eram os
erros inatos do metabolismo mais freqientes em criangas gravemente enfermas
(CHALMERS et al., 1980), o que motivou maiores estudos clinico-laboratoriais e
epidemioldgicos nos anos que se seguiram.

Clinicamente os pacientes afetados apresentam, como sintomatologia mais
comum, disfungdo neurolégica em suas diversas formas de expressao: regressao
neurologica, convulsdes, coma, ataxia, hipotonia, hipertonia, irritabilidade,
tremores, movimentos coreatetéticos, tetraparesia espastica, atraso no
desenvolvimento psicomotor e outros. As mais freqlientes manifestacboes
laboratoriais s&o cetose, cetonuria, neutropenia, trombocitopenia, acidose
metabdlica, baixos niveis de bicarbonato, hiperglicinemia, hiperglicinuria,
hiperamonemia, hipo/hiperglicemia, acidemia latica, aumento dos niveis séricos de
acidos graxos livres, bem como cheiro peculiar na urina e/ou suor e outros
(SCRIVER et al.,, 2001). Com a utilizacdo da tomografia computadorizada e
ressonancia magnética nuclear, foram verificadas frequentemente alteragdes de

substancia branca (hipomielizagdo e/ou desmielizagdo), atrofia cerebral



generalizada ou de ganglios da base (necrose ou calcificagdo), megaencefalia,
atrofia frontotemporal e atrofia cerebelar em pacientes afetados por estas doencas

(MAYATEPEK et al., 1996).

1.1.1.1 Acidemialsovalérica

A acidemia isovalérica € um erro inato do metabolismo causado pela
deficiéncia da atividade da enzima isovaleril-CoA desidrogenase (TANAKA et al.,
1966; SWEETMAN e WILLIAMS, 2001). Esta enzima € uma das presentes na rota
catabdlica da leucina (figura 1.1) e esta localizada na mitocéndria (SCRIVER et al.,
2001). Foi o primeiro disturbio do metabolismo de acidos orgéanicos diagnosticado
por cromatografia gasosa (GC), sendo esta técnica no momento o melhor método
analitico de acidos organicos. Mais de 70 casos de acidemia isovalérica ja foram
relatados. A tecnologia da espectrometria em massa em Tandem (MS/MS ou
Tandem MS) também tem se tornado util para o diagnostico da acidemia
isovalérica pela detecgao da elevagédo da isovalerilcarnitina (MILLINGTON et al.,
1990; ENSENAUER et al., 2004; VOCKLEY e ENSENAUER, 2006; DIONISI-VICI

et al., 2008).
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Enzima Metabolitos
L-Leucina
Transaminase Acido Isovalérico
Isovalerilglicina

Acido 3-OH-isovalérico
Acido 2-Oxo-Isocaprdico Acido 4-OH-isovalérico
Acido Mesaconico
Acido 2-Oxo Desidrogenase Acido Metilsuccinico
Isovalerilglicoronideo
Acido Isovalerilglutamico
Isovalerilalanina
Isovaleril-CoA Isovalerilsarcosina
Acido3-OH-Isoeptandico
Isovalerilcarnitina

Isovaleril-CoA Desidrogenase

Acido 3-Metilcroténico

3-Metilcrotonil-CoA 3-Metilcrotonilglicina
Acido 3-OH-Isovalérico
3-OH-lIsovalerilcarnitina
3-Metilcrotonil-CoA Carboxilase

Acido3-Metilglutaconico
3-Metilglutaconil-CoA Acido 3-Metilglutarico
3-Metilglutarilcarnitina
3-Metilglutaconil-CoA Hidratase

3-Hidroxi-3-Metilglutaril-CoA —> Acido 3-OH-3-Metil
glutarico
3-Hidroxi-3-Metilglutaril-CoA * * °
Liase*
Redutasee
Acido Acetoacético Acetil-CoA Acido Meval6nico —» Mevalono
ﬂ Lactona

Colesterol

Figura 1.1 Catabolismo da Leucina (adaptado de Scriver et al., 2001).
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1.1.1.1.1 Aspectos Clinicos

Inicialmente, duas formas clinicas da acidemia isovalérica foram relatadas,
com aproximadamente metade dos pacientes apresentando uma forma neonatal
grave e aguda e a outra metade dos pacientes a forma intermitente e crénica.
Recentemente, foi identificado um terceito tipo de acidemia isovalérica com
expressao fenotipica leve (ENSENAUER et al., 2004). As trés formas sao devidas
ao mesmo defeito bioquimico, a deficiéncia da atividade da desidrogenase da
isovaleril-CoA (SCRIVER et al., 2001).

Na forma aguda, 3 a 6 dias apds o nascimento, as criangas comegam a
recusar o alimento, iniciam a vomitar, tornando-se desidratadas, desatentas e
letargicas. Podem também se apresentar hipotérmicas, com tremores e
convulsdées (COHN et al., 1978). Um odor de pés suados devido a elevagdo da
concentragédo de acido isovalérico € descrito. Também ocorre acidose metabdlica
com leve a moderada cetonuria, acidemia latica, hiperamonemia, trombocitopenia,
neutropenia ou pancitopenia e hipocalcemia (FISCHER et al., 1981). O progresso
tipico é que os pacientes se tornem ciandticos e entrem em coma seguido de
morte. Mais da metade dos pacientes inicialmente relatados com a forma aguda
nao sobreviveram, mas com o rapido diagnostico e os recentes melhoramentos na
terapia, bem como com a administragdo de glicina e carnitina, o progndstico
desses pacientes tem sido muito mais favoravel nos ultimos anos (COHN et al.,
1978; FRIES et al., 1996).

Na forma crénica, o quadro clinico € menos grave. O primeiro episodio da

doenga geralmente ocorre durante o primeiro ano de vida. Os episddios
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subsequentes da doenca frequentemente ocorrem apoés infecgdes respiratorias ou
aumento da ingestdo de alimentos ricos em proteinas. Eles tipicamente
apresentam vémitos, letargia progredindo para o coma, acidose com cetonuria € 0
caracteristico odor de pés suados (SHIH et al., 1984). Nestas situacbes enfatize-
se a necessidade de restricdo de proteinas e infusdo de glicose. Achados
adicionais que podem ocorrer com os episodios incluem diarréia, trombocitopenia,
neutropenia, pancitopenia, € em alguns casos alopecia e hiperglicemia; o ultimo
pode ser erroneamente confundido com cetoacidose diabética (ROE et al.,1984;
WILLIAMS et al., 1981). Hiperglicemia pode ocorrer em varias acidemias
organicas, incluindo a acidemia isovalérica. Alguns pacientes com a forma crénica
intermitente da acidemia isovalérica tem desenvolvimento psicomotor normal, mas
alguns tém o desenvolvimento atrasado e lento ou mesmo retardo mental grave
(BUDD et al., 1967; SHIH et al., 1984). Muitos pacientes adquirem uma averséo
natural por alimentos ricos em proteinas (GERDES et al., 1988).

O terceiro variante menos comum ¢é a forma intermediaria causada por
alteragdes leves na fungédo da enzima isovaleril-CoA desidrogenase levando a um
acumulo dos metabdlitos em concentragdes menores do que nas outras duas
formas. Além disso, os pacientes acometidos por essa forma de acidemia
isovalérica s&o assintomaticos (MOHSEN et al., 1998; NASSER et al.,, 2004),
sendo que a necessidade de terapia para esses pacientes ainda nao esta definida

(VOCKLEY e ENSENAUER, 2006).
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1.1.1.1.2 Metabdlitos Acumulados

O nome acidemia isovalérica deriva de uma concentracao elevada de acido
isovalérico encontrada no sangue dos pacientes (TANAKA et al., 1966). A
concentracdo normal de acido isovalérico no plasma € menor do que 10 pyM.
Durante a remissdo da doenca os pacientes em tratamento podem ter
concentracdo de acido isovalérico normal, mas durante episédios severos os
niveis alcangam até 100 a 500 vezes os niveis normais (600 a 5.000 uM). Além
disso, a quantidade do acido isovalérico na urina dos pacientes afetados é na
ordem de 8 a 300 ymol/dia (normal menos que 2 pmol/dia) (SCRIVER et al.,
2001).

O metabdlito da isovaleril-CoA que mais se acumula e é excretado na urina
devido a deficiéncia da atividade da isovaleril-CoA desidrogenase n&o é o seu
produto da hidrdlise, o acido isovalérico, mas a isovalerilglicina, um composto
amidico produzido pela conjugacdo com a glicina (TANAKA e ISSELBACHER,
1967). Essa reacgéao é catalizada pela enzima mitocondrial glicina N-acilase, a qual
também forma benzoilglicina (acido hipurico) a partir de benzoil-CoA (BARTLETT
e GOMPERTZ, 1974, GREGERSEN et al., 1986). A excregdo urinaria de
isovalerilglicina por pacientes com acidemia isovalérica varia de 2.000 a 15.000
pmol/dia, comparado com excregcdes normais de menos do que 15 ymol/dia. A
excrecdo é maior durante episédios agudos, mas € ainda muito alta durante a
remissao. Durante episdédios agudos, quando a quantidade de isovaleril CoA esta
muito aumentada, a capacidade da glicina N-acilase é excedida, e o acido

isovalérico livre se torna elevado. Um segundo metabdlito do acido isovalérico que
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foi identificado € o acido 3-hidroxi-isovalérico (TANAKA et al., 1968). Ele é
excretado em quantidades anormais somente durante episédios agudos, podendo
ter valores tao altos quanto 3.000 pmol/dia. A isovaleril-CoA pode formar também
isovalerilcarnitina. No plasma ou em sangue em papel de filtro, a isovalerilcarnitina

elevada é importante para o diagnéstico da doenga (SCRIVER et al., 2001).

1.1.1.1.3 Deficiéncia da Enzima e Genética

A oxidacao do acido isovalérico para CO, em leucécitos e a oxidagao da
leucina para CO, em fibroblastos € deficiente em pacientes com acidemia
isovalérica (TANAKA et al.,, 1966; SHIH et al., 1973; TANAKA et al., 1976;
MOHSEN et al.,, 1998), o que pode ser explicado pela deficiéncia da enzima
isovaleril-CoA desidrogenase. Uma técnica sensivel para medir a atividade da
isovaleril-CoA desidrogenase € baseada na liberagédo de tricio da isovaleril-CoA
marcada (RHEAD et al., 1981), revelando uma atividade da enzima em
mitocondrias isoladas de fibroblastos de pacientes com acidemia isovalérica da
ordem 0 a 3,5% do normal (HYMAN e TANAKA., 1986).

A acidemia isovalérica € uma doenga autossOmica recessiva. O gene da
isovaleril-CoA desidrogenase esta localizado no cromossomo humano 15q14-g15.
A apresentagdo aguda neonatal e a forma intermitente crénica podem ocorrer na
mesma familia, sugerindo que a heterogeneidade clinica € causada por fatores
nao genéticos (SCRIVER et al., 2001).

A realizagao de estudos genéticos complementares indica que os pacientes

afetados com a doenca apresentam envolvimento de um dunico locus. A
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heterogeneidade molecular da isovaleril-CoA desidrogenase foi demonstrada em
fibroblastos de 15 pacientes com acidemia isovalérica, sendo oito mutacdes
diferentes encontradas (DUBIEL et al.,, 1983; ENSENAUER et al., 2004;

VOCKLEY e ENSENAUER, 2006).

1.1.1.1.4 Diagnéstico

O diagndstico da acidemia isovalérica requer analise de acidos organicos na
urina, visto que as manifestagdes clinicas sdao comuns para varias acidurias
organicas, incluindo a isovalérica. Um odor de pés suados durante os episddios
agudos pode ser sugestivo de acidemia isovalérica, mas deve ser distinguido de
um odor similar que pode ocorrer na aciduria glutarica tipo 2 devido a acumulagéo
dos 4acidos isobutirico, 2-metilbutirico e isovalérico. A possibilidade da acidemia
isovalérica deve ser considerada em recém nascidos ou em criangas com uma
combinagdo de recusa alimentar, vomitos, letargia, coma, acidose metabdlica,
cetose, hiperamonemia, hipocalcemia, neutropenia, trombocitopenia, e
pancitopenia. A analise de acidos organicos volateis de cadeia curta no plasma
mostra elevacado do acido isovalérico sem elevagao dos outros acidos de cadeia
curta, sugerindo o diagnéstico de acidemia isovalérica. No entanto, analises
exatas dos acidos organicos de cadeia curta no plasma s&o dificeis e com
frequéncia ndo estdo prontamente disponiveis. Assim, prefere-se a analise de
acidos organicos em geral que mostram elevagdes da isovalerilglicina e do acido
3-hidroxi-isovalérico (TANAKA et al.,, 1980). Além disso, também se encontram

grandes elevagbes nao especificas de lactato, bem como dos acidos 3-
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hidroxibutirico e acetoacético. Durante a remisséo, o unico metabdlito comumente
observado ¢é a isovalerilglicina (1000 a 3000 mmol/mol de creatinina).

A anadlise dos ésteres de carnitina no sangue e urina € complementar a
analise de acidos organicos para o diagnéstico da acidemia isovalérica. As acil-
CoAs estao em equilibrio com as suas acilcarnitinas, sendo as ultimas presentes
no plasma e prontamente excretadas na urina. A isovalerilcarnitina, portanto, em
pequenas concentragdes (10 a 20 mmol/mol de creatinina) é identificada por
espectrometria de massa em tandem (MS/MS) na urina de pacientes com
acidemia isovalérica mesmo durante a remissdo. A administracdo oral de
100mg/kg de L-carnitina aumenta a excrecdo de isovalerilcarnitina até
aproximadamente 3200 mmol/mol de creatinina, sugerindo que a administracéo de
carnitina aumentaria a confiabilidade do diagnodstico da acidemia isovalérica por
deteccdo de acilcarnitinas na urina. O diagndstico da acidemia isovalérica por
deteccao dos metabdlitos anormais pode ser confirmado pela deficiéncia severa
da atividade da isovaleril-CoA desidrogenase em fibroblastos pela liberagdo de
tricio (HYMAN e TANAKA, 1986; LOOTS et al., 2005).

O diagnéstico pré-natal da acidemia isovalérica pode ser feito pela detecgéo
da atividade da isovaleril-CoA desidrogenase em cultura de amnidcitos ou pela
deteccdo de concentragdes elevadas do acido isovalérico e da isovalerilglicina no
liquido amnidtico apés aminiocentese (HINE et al., 1986; SHIGEMATSU et al.,
1991). Assim, a isovalerilglicina é quase que indetectavel nos fluidos amnioticos
normais, contudo, mulheres que tiveram fetos afetados com acidemia isovalérica,

este composto aparece altamente elevado (3,50 a 6,02 uM). Portanto a
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quantificacdo deste composto no liquido amniético propicia um rapido e preciso

diagndstico de acidemia isovalérica.

1.1.1.1.5 Tratamento

O tratamento de pacientes afetados por acidemia isovalérica durante os
episodios agudos é praticamente o mesmo dos afetados por outras acidurias
organicas e consta fundamentalmente de hidratagédo, infusdo de glicose para
prover calorias e reduzir o catabolismo protéico enddégeno e infusdo de
bicarbonato de sodio para controlar a acidose (TANAKA e ROSEMBERG, 1983;
TANAKA, 1986; VOCKLEY e ENSENAUER, 2006). O tratamento durante a
recuperacao e remissdo geralmente consiste na restrigdo dietética de uma dieta
natural protéica (1,5 g/Kg de proteina por dia), bem como de leucina que é
precursora do acido isovalérico. Este tratamento tem sido efetivo na diminui¢ao da
frequéncia dos episddios de descompensacido metabdlica.

Por outro lado, a concentracdo de glicina no plasma de pacientes com
acidemia isovalérica tende a diminuir durante episodios agudos, sugerindo que
quantias insuficientes de glicina estdo disponiveis para a sintese da
isovalerilglicina (KRIEGER e TANAKA, 1976). Assim, o aumento da concentracéo
de glicina plasmatica através da ingestao de glicina (250 mg/Kg por dia de glicina
dividida em 3 doses) é aconselhavel no tratamento a longo prazo desses
pacientes, o que provocaria um aumento da razdo isovaleril-glicina/ acido
isovalérico por aumento da concentragéo de isovalerilglicina. Quando a glicina foi

administrada oralmente com um competidor da leucina para um paciente com
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acidemia isovalérica, o usual aumento do acido isovalérico no plasma foi
prevenido e a excregdo de isovalerilglicina dobrada (DE SOUZA et al., 1986;
ELSAS e NAGLAK, 1988).

Além disso, varios pacientes com acidemia isovalérica apresentam uma
deficiéncia de carnitina total e uma grande percentagem de carnitina esterificada
no plasma e na urina (MAYATEPEK et al., 1991; ROE et al., 1984), sendo
aconselhavel trata-los rotineiramente com L-carnitina (100 mg/Kg por dia dividida
em duas doses) (LEE et al., 1998). Embora seja dificil determinar se a glicina ou a
carnitina é mais efetiva ao tratamento a longo prazo da acidemia isovalérica, os
dois medicamentos provocaram um redugdo do acido isovalérico e da

isovalerilglicina nos liquidos biolégicos.

1.1.1.1.6 Fisiopatologia

Pouco se sabe sobre a fisiopatogenia do dano cerebral que ocorre nos
pacientes afetados por acidemia isovalérica. Neste contexto, resultados recentes
demonstraram em cortex cerebral de ratos que o IVA, metabdlito
predominantemente acumulado na acidemia isovalérica, inibe a atividade da
enzima Na’, K’-ATPase envolvida na manutencdo do potencial de membrana
basal necessaria para uma neurotransmissao normal. Considerando que a inibicéo
da atividade da Na*, K’-ATPase causada pelo IVA foi completamente prevenida
pela adicdo de trolox (vitamina E hidrossoluvel), foi sugerido que esse efeito

deveu-se, ao menos em parte, a indugao de peroxidacdo lipidica da membrana
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plasmatica sinaptica, onde a enzima esta ancorada (RIBEIRO et al., 2007). Além
disso, foi demonstrado que o acido 3-hidroxiisovalérico, que se acumula na
acidemia isovalérica, bem como nas acidemias 3-metilglutacénica e 3-hidroxi-3-
metilglutarica, induz a produgdo de espécies ativas (LEIPNITZ et al., 2008 a,b).
Caso esses resultados in vitro forem confirmados em estudos in vivo e em
pacientes portadores da doenca, é possivel que a inibicdo dessa enzima possa
contribuir, ao menos em parte para a encefalopatia encontrada na acidemia
isovalérica, especialmente durante as crises de descompensacdo metabdlica em
que os metabdlitos téxicos acumulados aumentam dramaticamente suas

concentracdes teciduais.

1. 2 Radicais Livres

1.2.1 Definigdo

Um radical livre é qualquer espécie quimica capaz de existir de forma
independente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados
(SOUTHORN e POWIS, 1988; HALLIWELL, 2006; HALLIWELL e GUTERIDGE,
2007c). O desemparelhamento de elétrons, situacdo energeticamente instavel, é o
que confere alta reatividade a essas espécies. Os radicais livres podem ser
formados pela perda de um elétron de um ndo-radical ou pelo ganho de um
elétron por um nao-radical. Radicais podem também ser formados em um
processo de fissdo homolitica, no qual uma ligagado covalente é quebrada e cada

elétron do par compartilhado permanece com cada um dos atomos envolvidos
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(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007c). Quando um radical livre reage com um
composto nao-radical, outro radical livre pode ser formado. Assim, a presencga de
um unico radical pode iniciar uma sequéncia de reagcbes em cadeia de
transferéncia de elétrons (redox) (MAXWELL, 1995). Nas reagbes em cadeia
induzidas pelos radicais livres, um radical reativo leva a formagao de um produto
que também é um radical livre e que, por sua vez, reage produzindo um terceiro
radical.

Em condigdes fisiolégicas do metabolismo celular aerébio, o oxigénio
molecular (O3) sofre reducéao tetravalente, com recebimento de quatro elétrons,
resultando na formacédo de agua (H20). No entanto, aproximadamente 5% do
oxigénio utilizado na cadeia respiratéria mitocondrial ndo € completamente
reduzido a agua, podendo ser convertido a intermediarios reativos como os
radicais superéxido (O,*") e hidroxila (OH®), e também a peréxido de hidrogénio
(H20,), processo esse que pode ser exacerbado em condigbes patologicas
(BOVERIS e CHANCE, 1973).

O termo genérico espécies reativas de oxigénio (ERO) é usado para incluir
nao so6 os radicais formados pela redugdo do O, (O," e OH®), mas também alguns
nao-radicais derivados do oxigénio, como o perdxido de hidrogénio (H2O3), o
oxigénio singlet ('02) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007c). Além dessas,
existem ainda as espécies reativas de nitrogénio (ERN), sendo o éxido nitrico
(NO®) e o peroxinitrito (ONOQ") as principais representantes.

As ERO e ERN ocorrem tanto em processos fisiolégicos quanto patolégicos

do organismo. Fisiologicamente, essas espécies reativas apresentam diversas
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fungcdes (BERGENDI et al., 1999). Assim, um aumento da liberagcdo local de
radicais livres pode ser benéfico, como é o caso da liberacdo de espécies téxicas
oxidantes pelos neutrdéfilos, que podem atuar na defesa do hospedeiro contra uma
infeccdo (DELANTY e DICHTER, 1998; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007c).
Participam ainda de processos de sinalizacao celular e também estdo envolvidos
na sintese e regulagao de algumas proteinas (WARD e PETERS, 1995).

Por outro lado, quando formadas em excesso, essas espécies altamente
reativas tem o potencial de oxidar moléculas (MAXWELL, 1995). Com relagao aos
efeitos prejudiciais das reagdes oxidantes ao organismo, os radicais livres podem
promover lipoperoxidacio, causar a oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), reagir com proteinas, levando a sua inativagéo e consequente alteracao de
sua funcdo e reagir com o DNA e RNA, levando a mutagbes somaticas e a

disturbios de transcricdo (DELANTY e DICHTER, 1998), entre outros efeitos.

1. 3 Lipoperoxidacéo

Antes de ser vista como um mecanismo de dano oxidativo, a
lipoperoxidagao deve ser considerada como um processo fisiolégico continuo que
ocorre normalmente nas membranas celulares. Além de ser um fator de
renovagao da membrana, este processo € essencial na sintese de prostaglandinas
e leucotrienos, bem como na fagocitose e pinocitose. No entanto, por serem
formadas em grande parte por lipidios insaturados e proteinas, as membranas sao
particularmente vulneraveis ao ataque oxidativo. Assim, quando a produc¢ao de

espécies reativas aumenta acima da capacidade de detoxificacdo, a
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lipoperoxidacao acelerada acarretara profundas alteragbes na estrutura e na
permeabilidade das membranas celulares. Isso ira causar perda de seletividade na
troca ibnica, liberacdo do conteudo de organelas e formagdo de produtos
citotoxicos como o malondialdeido e o 4-hidroxinonenal, entre outros eventos
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997, BECKMAN e AMES, 1998).

A lipoperoxidacao possui etapas de iniciagao, propagacgao e terminagao. A
iniciacdo é causada pelo ataque a um lipidio de membrana por parte de qualquer
espécie que tenha reatividade suficiente para abstrair um atomo de hidrogénio de
um grupo metileno (-CH»-). Nesse contexto, radicais hidroxila podem prontamente
iniciar a lipoperoxidagao. Ja que o atomo de hidrogénio tem apenas um elétron, a
retirada de H* de um grupo metileno deixa um elétron desemparelhado no carbono
(-"CH-). Esse radical formado é geralmente estabilizado por um rearranjo
molecular, formando um dieno conjugado. O destino mais provavel desse radical é
reagir com o O, formando um radical peroxila (LOQO®). Os radicais peroxila, por
sua vez, sdo capazes de subtrair um hidrogénio de outra molécula lipidica, sendo
esta fase conhecida como a fase de propagacao. O radical de carbono formado
pode reagir com o O, para formar outro radical peroxila, e assim sucessivamente.
A retirada de um hidrogénio de outro lipidio por parte do radical peroxila gerara um
hidroperoxido lipidico (LOOH). O término da reagcado podera ocorrer quando dois
radicais produzidos nas etapas anteriores reagirem entre si, formando um produto

estavel (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007c; HALLIWEL, 2006).
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1. 4 Defesas Antioxidantes

Para evitar os efeitos danosos das espécies reativas, existem mecanismos
eficientes para sua detoxificagdo, como a producdo enddégena de enzimas
antioxidantes e alguns antioxidantes n&o-enzimaticos. Embora diferindo na
composicao, as defesas antioxidantes estdo amplamente distribuidas no
organismo e compreendem:

* agentes que removem cataliticamente os radicais livres, como as enzimas

superoéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, entre outras;

* proteinas que minimizam a disponibilidade de pro-oxidantes (ions de ferro
e cobre, por exemplo), ao se ligarem aos mesmos como as transferrinas;

* proteinas que protegem biomoléculas de danos (incluindo dano oxidativo)
por outros mecanismos;

* agentes de baixo peso molecular que aprisionam espécies reativas de

oxigénio e nitrogénio, como glutationa, a-tocoferol, acido ascérbico e a bilirrubina.

1. 5 Estresse Oxidativo

Organismos saudaveis em condi¢gdes normais produzem espécies reativas,
que em sua maior parte sdo controladas pelos sistemas de defesa antioxidante.
No entanto, em determinadas condi¢cbes patolégicas pode haver um desequilibrio
entre a producdo de oxidantes e as defesas antioxidantes, favorecendo a

ocorréncia do estresse oxidativo.
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Assim, o termo “estresse oxidativo” é usado para se referir a situagao na
qual a geracdo de espécies reativas ultrapassa a capacidade das defesas
antioxidantes disponiveis. Pode resultar tanto de uma diminuicdo das defesas
antioxidantes quanto de uma producdo aumentada de oxidantes, bem como da
liberacdo de metais de transicdo ou a combinagdao de quaisquer desses fatores
(HALLIWELL, 2001).

O estresse oxidativo pode promover adaptacao, dano ou morte celular:

* Adaptacdo: as células podem tolerar um estresse oxidativo
moderado, que geralmente resulta em up-regulation da sintese de sistemas de
defesa antioxidante a fim de restaurar o balangco oxidante/antioxidante. Apesar
disso, nem sempre o estresse oxidativo precisa envolver defesas antioxidantes
aumentadas.

* Dano celular: o estresse oxidativo pode danificar alvos moleculares
(DNA, proteinas, carboidratos e lipidios) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007c). A
resposta a injuria pode ser reversivel: a célula entra em steady state alterado
temporario ou prolongado que nao leva a morte celular.

* Morte celular: pode ocorrer tanto por necrose quanto por apoptose.
Na morte celular por necrose, a célula incha e se rompe, liberando seu conteudo
para o meio extracelular. Pode haver a liberacdo de antioxidantes, como a
catalase e a glutationa, e também de pro-oxidantes, como os ions cobre e ferro e
proteinas do grupo HEME, agentes esses que podem afetar as células adjacentes,
podendo até mesmo impor a elas um estresse oxidativo. J& na apoptose o
mecanismo intrinseco de morte celular programada é ativado e ndo ha a liberagéo

do conteudo celular. A apoptose pode ser acelerada em certas doencas, como as
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desordens neurodegenerativas, havendo envolvimento do estresse oxidativo
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007c).

Além da inducdo de necrose e apoptose, o estresse oxidativo pode levar a
aumento da lipoperoxidacdo, cujos produtos malondialdeido e 4-hidroxinonenal,
entre outros sdo altamente neurotoxicos, bem como a dano oxidativo tanto a
proteinas, inibindo a atividade de diversas enzimas e alterando a funcéao celular e
ao DNA, causando alteracdo de bases puricas e pirimidicas (HALLIWELL e

GUTTERIDGE, 2007c).

1. 6 Estresse Oxidativo e Doencas Neurodegenerativas

Numerosas hipdteses tém sido propostas para explicar a fisiopatologia das
doencgas de Alzheimer, Huntington e Parkinson, sem, entretanto, obter até o
momento uma explicacdo completamente satisfatoria para explicar o dano
cerebral dessas doengas. No entanto, acredita-se que possiveis mecanismos
envolvam deficiéncia no metabolismo energético, estresse oxidativo e
neurotoxicidade mediada por receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, ou,

possivelmente, um somatorio desses fatores (ROSE e HENNEBERRY, 1994).

O cérebro é altamente dependente de energia para o seu funcionamento
normal e a mitocdndria € a estrutura intracelular responsavel pela produgédo dessa
energia. Para a producao eficiente de energia na forma de ATP, a mitocéndria
possui uma alta demanda por oxigénio, ja que utiliza uma grande quantidade de
O, em uma massa de tecido relativamente pequena, o que o torna altamente

susceptivel a acdo de espécies reativas. Outros fatores também contribuem para
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essa susceptibilidade como o alto conteudo de ferro presente no cérebro, que
pode favorecer a lipoperoxidagdo; o seu alto conteudo lipidico, principalmente
lipidios de cadeia lateral poliinsaturada que sao extremamente susceptiveis a
lipoperoxidacao; e a sua modesta defesa antioxidante, sendo os niveis de catalase
particularmente baixos em muitas regides cerebrais (HALLIWELL, 1996;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007c). Além disso, uma disfungdo mitocondrial
pode ocorrer por diminuicdo da atividade dos complexos da cadeia respiratéria
com um consequente prejuizo no transporte de elétrons, 0 que leva a uma
dispersao dos elétrons na forma de radicais livres potencialmente danosos a
célula.

Numerosas evidéncias sugerem que os radicais livres e o estresse oxidativo
possam estar envolvidos na patogénese do dano neurolégico em varias doengas
neurodegenerativas. Estudos demonstraram uma diminuicdo na atividade do
complexo | da cadeia respiratéria em cérebros postmortem de pacientes
portadores de doenca de Parkinson. Essa inibicdo do complexo | pode acarretar a
geragdo de espécies reativas, tais como anion superoxido, radicais hidroxila e
peroxinitrito, as quais poderiam causar um prejuizo ainda maior na cadeia
transportadora de elétrons. Dessa forma, € possivel que o estresse oxidativo e a
disfungcdo mitocondrial formem um ciclo vicioso na doenca de Parkinson (GU et al.,
1996; JANETSKY et al., 1994; SCHAPIRA et al., 1989, 1990 a, b).

Na doengca de Alzheimer, a mais comum dentre as doengas
neurodegenerativas, é possivel que o estresse oxidativo tenha um papel chave na
morte neuronal. Tém sido proposto que o peptideo B-amildide, o formador das

chamadas placas senis, tenha a capacidade de gerar radicais livres
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espontaneamente. Estudos in vivo também evidenciaram um dano oxidativo em
cérebros humanos postmortem com doenga de Alzheimer através da observagao
de aumento de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdGA), produtos de oxidagao de
outras bases e de RNA, carbonilas de proteinas, nitrotirosina e marcadores de
peroxidacao lipidica (SMITH et al., 1991, MARKESBERY e CARNEY, 1999;
NOUROOZ-ZADEH et al., 1999; LOVELL et al., 2000).

Por outro lado, varios estudos tém evidenciado um dano oxidativo
importante em pacientes portadores da doenga de Huntington, particularmente
representado pela formagao de 3-nitrotirosina nas areas afetadas (MARK, 1999;
ALEXI et al., 2000). Entretanto, o dano oxidativo observado nessa doenca
aparentemente tem menor importdncia do que nas doencas de Parkinson e
Alzheimer. Recentemente foi verificado que o acido isovalérico que se acumula
em grandes concentragdes nos tecidos dos pacientes com acidemia isovalérica
inibe a enzima Na®, K'-ATPase provavelmente por inducdo de radicais livres
(RIBEIRO et al., 2007), sugerindo que este composto possa causar dano
oxidativo.

Considerando a importancia dos radicais livres e do estresse oxidativo
como mecanismo fisiopatogénico de doencas neurodegenerativas, surgiram
diversas drogas para a terapia de pacientes portadores dessas doengas baseadas
em um mecanismo antioxidante, tais como sequestradores de anion superdxido,
analogos da vitamina E, inibidores da peroxidagao lipidica, inibidores da enzima

oxido nitrico sintase, entre outras.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente trabalho objetiva investigar o efeito in vitro do acido isovalérico e
da isovalerilglicina que se acumulam na acidemia isovalérica sobre parametros de
estresse oxidativo em homogeneizado de cértex cerebral de ratos, visando
contribuir para uma melhor compreensao da fisiopatogenia do dano neurolégico

presente nessa doenga.

2.2 Especificos

a) Avaliar o efeito in vitro do acido isovalérico e da isovalerilglicina sobre os
parametros de peroxidacdo lipidica (niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico: TBA-RS e quimiluminescéncia) em homogeneizado de cortex
cerebral de ratos jovens;

b) Avaliar o efeito in vitro do acido isovalérico e da isovalerilglicina sobre as
defesas antioxidantes n&o enzimaticas potencial antioxidante total (TRAP)
reatividade antioxidante total (TAR) e as concentragdes de glutationa reduzida
(GSH) em homogeneizado de cortex cerebral de ratos jovens;

c) Avaliar o efeito in vitro do acido isovalérico e da isovalerilglicina sobre a
oxidagdo do diacetato de 2, 7-diclorofluoresceina (DCFH-DA) (producdo de

espécies reativas) em homogeneizado de cértex cerebral de ratos jovens;
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d) Avaliar o efeito in vitro do acido da isovalérico e isovalerilglicina sobre
parametros de dano protéico (formagao de carbonilas e oxidagao de sulfidrilas) em

homogeneizado de cortex cerebral de ratos jovens;
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3 MATERIAL E METODOS

3. 1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram de grau de
pureza pro-analise (PA).

Os metabdlitos acido isovalérico (IVA), isovalerilglicina (IVG) e glicina (GLI)
foram sempre dissolvidos e diluidos em tampé&o contendo fosfato de sédio 20 mM

e cloreto de potassio 140 mM, pH 7,4, no dia da realizacado dos ensaios.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos do Biotério do Departamento de
Bioquimica do ICBS, UFRGS. Os animais tiveram livre acesso a agua e a ragao
comercial (Supra, POA, RS, Brasil) contendo 20,5% proteina (predominantemente
de soja), 54% de carboidratos, 4% de lipidios, 4,5% de fibras, 7% cinzas e 10% de

umidade. Eles foram mantidos em ciclo claro-escuro de + 12 horas a uma

temperatura de 24°C + 1°.

3.3 Preparacao das amostras e incubagéo

Ratos machos Wistar de 30 dias de idade foram utilizados em todas as
técnicas. Os ratos foram sacrificados, sem anestesia, por decapitagdo, o cérebro
foi removido e o cortex dissecado. A seguir, o cértex cerebral foi homogeneizado
em tampao contendo fosfato de sdédio 20 mM e cloreto de potassio 140 mM, pH
7,4, na proporcao de 1:10 (P/V) e o homogeneizado obtido foi levado a

centrifugacao a 650 g durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante obtido foi separado.
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Finalmente, aliquotas foram retiradas e usadas imediatamente para a realizacao
de uma pré-incubagao de 1 hora na auséncia dos metabdlitos (grupo controle) ou
presenca dos mesmos (grupos teste), IVA (0,01-10mM), IVG (0,01-1mM) e GLI

(0,1-5mM).

3.4 Parametros de estresse oxidativo

3.4.1 Substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)

A medida de niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-
RS) foi realizada de acordo com o método de Esterbauer e Cheeseman (1990).
300 yL de &cido tricloroacético 10 % foram adicionados a aliquota retirada da
incubacao previamente realizada. Apds centrifugagdao, 300 yL do sobrenadante
foram tratados com &cido tiobarbiturico 0,67 % na proporgéo de 1:1. A mistura foi
levada a um banho fervente durante 25 min e, apds, resfriada em agua a
temperatura ambiente. A absorvancia obtida através da coloragao rosea resultante
foi medida em espectrofotometro a 532 nm. Concomitantemente, foi feita uma
curva de calibracdo com 1, 1, 3, 3 — tetrametoxipropano, na qual todos os pontos
foram tratados da mesma forma que as amostras. Em alguns ensaios, foi feita
uma co-incubacado dos homogeneizados com a IVG e com os antioxidantes trolox
(TRO, 1,5 uyM), melatonina (MEL, 200 uM), glutationa (GSH, 100 uM), N“-nitro-L-
arginina (LNAME, 500 uM), N-acetilcisteina (NAC, 1 mM), combinagao de catalase
(CAT, 2,5 mU/mL) e superodxido dismutase (SOD, 2,5 mU/mL) ou creatina (Cr, 3,0
mM) ou entdo com doses maiores dos antioxidantes MEL (1 mM), TRO (10 uM),

combinagao de SOD (15 mU/mL) e CAT (15 mU/mL) ou GSH (750 uM) (LEIPNITZ
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et al.,, 2008 a,b). Os resultados foram calculados como nmol TBA-RS / mg de

proteina e expressos como percentagem do controle.

3.4.2 Quimiluminescéncia

A medida da quimiluminescéncia foi realizada através do método de
Gonzalez-Flecha et al. (1991). Aos tubos foram adicionados 3,5 mL de tampéo
contendo fosfato de sédio 20 mM e cloreto de potassio 140 mM, pH 7,4, e a
luminescéncia basal foi medida em contador de cintilagdo liquida durante 5 min.
Apos essa leitura, uma aliquota de 500 puL das amostras incubadas foi
imediatamente adicionada e a quimiluminescéncia foi medida durante 30 min a
temperatura ambiente. Todo o procedimento foi realizado em sala escura e a
temperatura ambiente. Os tubos utilizados para esta técnica foram lavados
separadamente de outros materiais do laboratério com solugao detergente,
exaustivamente enxaguados com agua destilada, fervidos por 10 minutos e
mantidos no escuro 12 horas antes do experimento. O valor total foi diminuido do
valor basal e os resultados foram calculados como cpm / mg proteina e expressos

como percentagem do controle.

3.4.3 Glutationa reduzida (GSH)

As concentragdes de glutationa reduzida (GSH) foram medidas de acordo
com a técnica de Browne e Armstrong (1998). As aliquotas provenientes da pré-
incubacéao foram tratadas com acido metafosforico com o objetivo de precipitar as

proteinas e proporcionar um meio com pH acido para a glutationa ser mantida na
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forma reduzida. Apds centrifugagao, foram adicionados 50 uL de o-ftaldialdeido a
100 yL do sobrenadante obtido. A fluorescéncia gerada foi medida com
comprimentos de onda de excitacgdto e emissdo de 350 e 420 nm,
respectivamente. A curva de calibragao foi realizada com GSH padrao (0,01-1
mM), a concentragédo calculada em pmol GSH / mg proteina e expressa como

percentagem do controle.

3.4.4 Potencial antioxidante total (TRAP)

Representa a capacidade antioxidante total do tecido, sendo determinada
através da medida da intensidade de quimiluminescéncia do luminol induzida pela
adicdo de 2,2’-azo-bis-(2-aminopropano) (ABAP) a temperatura ambiente (LISSI,
PASCUAL et al., 1992, 1995; EVELSON et al., 2001). O TRAP traduz, assim, a
capacidade do tecido em resistir ao estresse oxidativo pela adicdo de uma fonte
de radicais livres (ABAP) ao sistema. A quimiluminescéncia inicial foi obtida pela
adicdo de 3 mL de ABAP 10 mM, dissolvidos em tampao fosfato de sdédio 50 mM
pH 7,4, e 10 uL de luminol (5,6 mM) em um frasco de cintilagdo. Foram ent&o
acrescentados 10 pL de Trolox 160 pM (Vitamina E hidrossoluvel) ou de
sobrenadante de amostra, e a quimiluminescéncia foi medida até atingir os valores
iniciais. O tempo necessario para que a quimiluminescéncia volte aos valores
iniciais € diretamente proporcional a capacidade antioxidante do tecido. O
potencial antioxidante das amostras foi calculado em relacdo ao potencial
antioxidante medido do trolox, sendo os resultados calculados em nmol de

Trolox/mg de proteina e expressos como percentage do controle.
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3.4.5 Reatividade antioxidante total (TAR)

A medida da reatividade antioxidante total (TAR) indica a qualidade dos
antioxidantes de um determinado tecido ou 6rgao. A TAR é determinada através
da medida da intensidade de quimiluminescéncia do luminol induzida pelo 2, 2'-
azo-bis-(2-amidinopropano) (ABAP) a temperatura ambiente (LISSI et al., 1992,
1995). Para a preparacédo das solugdes de uso (ABAP 10 mM, luminol 4 mM e
Trolox 80 uM) foi utilizado tampao glicina 0,1 M, pH 8,6. A solugao de ABAP foi
utilizada como formadora de radicais livres, a de luminol como amplificadora do
sinal de quimiluminescéncia e a de Trolox (vitamina E hidrossoluvel) como padrao
antioxidante. Inicialmente, a quimiluminescéncia basal foi medida em cintilador
através da adicdo de 4 mL de ABAP 2,0 mM em um tubo no escuro. 10 pyL de
luminol foram entdo adicionados ao tubo e a quimiluminescéncia foi medida. Este
foi considerado o valor inicial. A seguir, adicionou-se 10 pyL de Trolox 10-100 yM
(curva de calibragao) ou a amostra, e a quimiluminescéncia foi medida durante 60
segundos. O Trolox ou a amostra reduz a quimiluminescéncia inicial e essa rapida
reducao na intensidade gerada pelo luminol é considerada uma medida da TAR. A
medida da TAR foi calculada como nmol de Trolox / mg de proteina e expressa

como percentagem do controle.

3.4.6 Oxidacéao do diacetato de 2, 7-diclorofluoresceina (DCFH-DA)
A producao de espécies reativas foi determinada de acordo com o método
de LeBel et al. (1992) utilizando o diacetato de 2, 7-diclorofluoresceina (DCFH-

DA). As aliquotas provenientes da pré-incubacéo, adicionou-se a forma diacetato
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do DCF que é permeavel a membrana celular, e essas aliquotas foram entao
incubadas durante 30 min a 37 °C. No meio intracelular, estearases clivam o
grupamento acetato do DCFH-DA, gerando a forma reduzida DCFH. As espécies
reativas presentes no meio oxidam o DCFH, produzindo o produto fluorescente
DCF. A fluorescéncia foi medida usando comprimentos de onda de 480 e 535 nm,
respectivamente. A curva de calibragéo foi realizada com DCF padrao (0-10 uM) e
a concentragao das espécies reativas foi calculada em pmol de DCF formado / mg

proteina e expressa em percentagem do controle.

3.4.7 Formacao de carbonilas

A medida de formacao de carbonilas foi realizada espectrofotometricamente
de acordo com Reznick e Packer (1994). Uma aliquota de 100 pL da incubacgao foi
tratada com 400 pL de uma solucdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH) 10 mM
preparada em HCI 2,5 N ou com HCI 2,5 N (branco) e deixada 1 hora no escuro a
temperatura ambiente. As amostras foram entdo precipitadas com TCA 20 % e
centrifugadas durante 5 min a 9000 g. Apos a centrifugagdo, o pellet obtido foi
lavado 2 vezes com uma mistura de etanol:acetato de etila (1:1, V/V) e
ressuspendido em 550 pyL de guanidina 6 M. A diferenga entre as amostras
tratadas com DNFH e as tratadas com HCI (branco) foi utilizada para calcular o
conteudo de carbonilas da amostra a 365 nm. Os resultados foram calculados
como nmol carbonilas / mg de proteina utilizando-se o coeficiente de extingdo de
22.000 x 10° nmol / mL para hidrazonas alifaticas e expressos como percentagem

do controle.
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3.4.8 Tidis totais

A medida de sulfidrilas totais, foi realizado de acordo com o método de
Aksenov e Markesbery (2001). A aliquotas de 50 uL da incubacgao foi adicionado o
reagente acido 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzdéico) (DTNB). O DTNB €& um reagente
que, ao ser reduzido pelos grupamentos tidis presentes na amostra, gera um
derivado de cor amarela (TNB) que € lido em espectrofotdbmetro a 412 nm. Os
resultados foram calculados como nmol de TNB/mg de proteina e expressos como

percentagem do controle.

3.5 Medida de proteinas

O conteudo protéico em todas as técnicas empregadas foi determinado pelo

método de Lowry et al. (1951), usando albumina sérica bovina como padrao.

3.6 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e a média usada
para os calculos. A significancia estatistica foi determinada pela analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste de Duncan, quando o F foi
significante. O teste de regressao linear foi também utilizado para se verificar
efeitos de dose-resposta. Um valor de P < 0,05 foi considerado significante. Toda
a analise estatistica foi feita através do programa SPSS (Statistical Package for

the Social Sciences) em um computador PC compativel.
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4 RESULTADOS

Inicialmente estudamos o efeito in vitro do acido isovalérico (IVA 0,01-
10mM) e da isovaleriglicina (IVG 0,01-1mM) sobre os parametros de
peroxidagao lipidica: substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) e

quimiluminescéncia em sobrenadantes de cértex cerebral de ratos jovens.

4.1 Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) e da isovalerilglicina (IVG)
sobre as substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBA-RS) em
homogeneizado de cortex cerebral de ratos jovens
A figura 4.1 mostra que o IVA, em concentragdes tao altas quanto 10 mM,
nao alterou significativamente os niveis de TBA-RS em homogeneizado de coértex
cerebral de ratos [F(530= 1,027; P=0,420]. Por outro lado, a IVG aumentou
significativamente (35-40%) os niveis de TBA-RS a partir da concentragéo de 0,5
mM [Figura 4.2.: F526=10,735; P <0,001] de forma dose dependente [3=0,800; P
< 0,001]. Resolvemos testar o efeito da glicina (GLI) sobre este mesmo parametro
para verificar se este aminoacido que faz parte da molécula da isovalerilglicina
poderia ser capaz de alterar este parametro. Observamos na Figura 4.3 que a GLI
a partir de 2.5 mM aumentou (25%) os niveis de TBA-RS [F4,15=12,88; P < 0,001]

de forma dose dependente [=0,856; P < 0,001].
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Figura 4.1 — Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) sobre as substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) em cértex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padréo (n=6) e estdo expressos em
porcentagem do controle (Controle: 4,48 + 0,25 nmol / mg de proteina). A
diferenga entre as médias foi calculada por analise de varidncia de uma via

(ANOVA). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.



39

160+
140+
120+

100+

TBA-RS
(% do controle)
8 3 8
1 1 1

N
T

o
I

Controle 0,01 01 0,25 05
IVG (mM)

Figura 4.2 — Efeito in vitro da isovalerilglicina (IVG) sobre as substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) em cértex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média £ desvio padrdo (n=4-8) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 3,72 + 0,66 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida do teste de Duncan (**P<0,01; ***P<0,001, comparado ao

controle).
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Figura 4.3 — Efeito in vitro da glicina (GLI) sobre as substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBA-RS) em cértex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padréo (n=5) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 4,48 + 0,25 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de varidncia de uma via

(ANOVA) seguida do teste de Duncan (***P<0,001, comparado ao controle).

4.2. Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) e da isovalerilglicina (IVG) sobre

a guimiluminescéncia em homogeneizado de coOrtex cerebral de ratos jovens

A figura 4.4 mostra que o IVA, em concentragdes tao altas quanto 10 mM,
nao alterou significativamente a quimiluminescéncia em homogeneizado de cortex
cerebral de ratos [F(3,18= 0,379; P > 0.05 ]. Por outro lado, podemos observar na

Figura 4.5 que a IVG, na concentracdo de 1 mM, aumentou significativamente
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(30%) a quimiluminescéncia (F3,16=5,109; P < 0,01]. Além disso, a Figura 4.6
mostra que a GLI, na concentracio de 5 mM, também aumentou
significativamente (23%) a quimiluminescéncia em homogeneizado de cortex

cerebral [F(312=4,503; P < 0,05].
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Figura 4.4 - Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) sobre a
quimiluminescéncia em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrao (n=4) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 3326 + 627 cpm / mg de proteina). A
diferenga entre as médias foi calculada por analise de varidncia de uma via

(ANOVA). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 4.5 - Efeito in vitro da isovalerilglicina (IVG) sobre a

quimiluminescéncia em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média * desvio padrdo (n=5) e foram expressos em
percentual do controle (Controle: 3318 £764 cpm / mg de proteina). A diferenca
entre as médias foi calculada por andlise de variancia de uma via (ANOVA)

seguida do teste de Duncan (**P<0,01, comparado ao controle).
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Figura 4.6 — Efeito in vitro da glicina (GLI) sobre a quimiluminescéncia em
cértex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média * desvio padrdo (n=4) e foram expressos em
percentual do controle (Controle: 2154 £ 187 cpm/ mg de proteina). A diferenca
entre as médias foi calculada por andlise de variancia de uma via (ANOVA)

seguida do teste de Duncan (*P<0,05, comparado ao controle).

A seguir, com o objetivo de elucidar as espécies reativas envolvidas na
inducdo de peroxidacao lipidica causada pela IVG, testamos o efeito desse
metabdlito sobre os niveis de TBA-RS na presenca ou auséncia de

antioxidantes em homogeneizado de cortex cerebral de ratos jovens.

4.3 Efeito de antioxidantes sobre o aumento de espécies reativas ao
acido tiobarbitarico (TBA-RS) causado pela isovalerilglicina (IVG) em

homogeneizado de cortex cerebral de ratos jovens
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Inicialmente, testamos o efeito dos antioxidantes trolox (TRO, 1,5 uM),
melatonina (MEL, 200 pM), glutationa (GSH, 100 pM), N®-nitro-L-arginina
(LNAME, 500 uM), N-acetilcisteina (NAC, 1 mM), combinagdo de catalase
(CAT, 2,5 mU/mL) e superédxido dismutase (SOD, 2,5 mU/mL) e creatina (Cr,
3,0 mM) sobre a inducao de peroxidagao lipidica por 1 mM de IVG (Figuras 4.7
a 4.13). As concentragdes dos antioxidantes utilizadas foram as descritas na
literatura usualmente capazes de reverter efeitos oxidantes (LEIPNITZ et al.,
2008 a,b). Verificamos que apenas a NAC foi capaz de prevenir o aumento de
TBA-RS causado pelo metabdlito IVG [Figura 4.11: F(3,12)=15,310; P<0,001]. A
seguir testamos o efeito de doses maiores dos antioxidantes MEL, TRO, GSH e
a combinacao de CAT e SOD sobre o aumento dos niveis de TBA-RS causado
pela IVG (Figura 4.14). Verificamos que os antioxidantes MEL, TRO e GSH, em
concentracdes maiores, foram capazes de prevenir o efeito causado pela IVG

[F (5.26)=17,136; P<0,001].
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Figura 4.7 — Efeito do trolox (a-tocoferol hidrossoluvel; TRO, 1,5 yM) sobre
0 aumento de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) causado
pela isovalerilglicina (IVG, 1 mM) em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média £ desvio padréo (n=4-5) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 2,61 + 0,45 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de varidncia de uma via

(ANOVA) seguida do teste de Duncan (**P<0,01, comparado ao controle).
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Figura 4.8 — Efeito da melatonina (MEL, 200 uyM) sobre o aumento de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) causado pela
isovalerilglicina (IVG, 1 mM) em cértex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrao (n=4-5) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 2,61 + 0,45 nmol / mg de proteina). A
diferenga entre as médias foi calculada por analise de varidncia de uma via

(ANOVA) seguida do teste de Duncan (**P<0,01, comparado ao controle).
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Figura 4.9 — Efeito da glutationa (GSH, 100 pM) sobre o aumento de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) causado pela
isovalerilglicina (IVG, 1 mM) em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrao (n=4-6) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 3,67 £ 0,62 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida do teste de Duncan (**P<0,01, ***P<0,001, comparado ao

controle).
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Figura 4.10 — Efeito da N“-nitro-L-arginina metiléster (L-NAME, 500 uM)
sobre o aumento de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)
causado pela isovalerilglicina (IVG, 1 mM) em cértex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrao (n=4-5) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 2,61 £ 0,45 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de variancia de uma via

(ANOVA) seguida do teste de Duncan (***P<0,001, comparado ao controle).
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Figura 4.11 — Efeito da N-acetilcisteina (NAC, 1 mM) sobre o aumento de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) causado pela
isovalerilglicina (IVG, 1 mM) em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=4-5) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 3,68 £ 0,48 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de varidncia de uma via

(ANOVA) seguida do teste de Duncan (**P<0,01, comparado ao controle).
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Figura 4.12 — Efeito da combinagdo das enzimas superoxido dismutase
(SOD, 2,5 mU/mL) e da catalase (CAT, 2,5 mU/mL) sobre o aumento de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) causado pela
isovalerilglicina (IVG, 1 mM) em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrao (n=4-7) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 3,18 £ 0,4 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida do teste de Duncan (**P<0,01, ***P<0,001, comparado ao

controle).
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Figura 4.13 — Efeito da creatina (Cr, 3 mM) sobre o aumento de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) causado pela isovalerilglicina (IVG, 1
mM) em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrao (n=4-5) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 3,18 £ 0,4 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida do teste de Duncan (*P<0,05, **P<0,01, comparado ao

controle).
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Figura 4.14 — Efeito de altas concentracbes de melatonina (MEL, 1 mM),
trolox (TRO, 10 uM), combinagao de superoéxido dismutase (SOD, 15 mU/mL) e
catalase (CAT, 15 mU/mL) e glutationa (GSH, 750 yM) sobre o aumento de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) causado pela
isovalerilglicina (IVG, 1 mM) em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=4-8) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 4,46 £ 0,26 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de varidncia de uma via

(ANOVA) seguida do teste de Duncan (***P<0,001, comparado ao controle).

Visto que a NAC foi o unico antioxidante capaz de prevenir o aumento de
niveis de TBA-RS causado pela IVG e que esse composto atua como um
importante precursor da glutationa (GSH), avaliamos o efeito da isovalerilglicina
sobre as defesas antioxidantes ndo-enzimaticas, representadas pela medida das

concentracdes de glutationa reduzida (GSH).
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4.4 Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) e da isovalerilglicina (IVG) sobre
as concentracfes de glutationa reduzida (GSH) em homogeneizado de cortex
cerebral de ratos jovens

A figura 4.15 mostra que o IVA, em concentragdes tao altas quanto 10 mM,
nao alterou significativamente as concentragdes de GSH em homogeneizado de
cortex cerebral de ratos jovens [Fs1= 1,000; P > 0,05]. Por outro lado, nossos
resultados mostram que a IVG diminuiu significativamente (20%) as
concentragdes de GSH a partir da concentragédo de 0,5 mM [Figura 4.16: F (51g)=

4,373; P < 0,01] de forma dose dependente [3=0,703; P<0,001].
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Figura 4.15 — Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) sobre as

concentragdes de glutationa reduzida (GSH) em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrao (n=4) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 4,54 + 0,69 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de variancia de uma via

(ANOVA). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 4.16 - Efeito in vitro da isovalerilglicina (IVG) sobre as

concentragdes de glutationa reduzida (GSH) em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrao (n=4) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 8,09 + 0,82 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de varidancia de uma via
(ANOVA) seguida do teste de Duncan (*P<0,05, **P<0,01, comparado ao

controle).

4.5 Efeito da isovalerilglicina (IVG) sobre a oxidacdo de glutationa
(GSH) comercial purificada

Com a finalidade de verificar uma interferéncia ou uma acéo antioxidante
direta da IVG sobre o GSH, testamos o efeito desse composto (IVG, 1 mM), bem

como da N-etilmaleimida (NEM, 250 uM) sobre o conteudo de GSH (200 puM)
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purificado e obtido comercialmente. Verificamos que a incubacao da IVG por 1
hora nao foi capaz de alterar os niveis de GSH, indicando que a IVG ndo é um
oxidante direto e que nao interfere no ensaio para a medida dos niveis de GSH
[F6= 86,892, P > 0,001 (Figura 4.17). Por outro lado, o NEM (250 uM) provocou

uma reducéo dramatica (> 80%) dos niveis de GSH.
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Figura 4.17 — Efeito in vitro da IVG (1 mM) e da NEM (250 uM) sobre o conteudo
de GSH (200 pM) purificado. Os valores estdo expressos como porcentagem do
controle. A diferengca entre as médias foi calculada por analise de variancia de
uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan (**P<0,001, comparado ao

controle).

Estudamos também o efeito do IVA e da IVG sobre outras defesas
antioxidantes (potencial antioxidante total - TRAP e a reatividade antioxidante total

—TAR) em cortex cerebral de ratos jovens.
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4.6 Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) e da isovalerilglicina (IVG)
sobre o potencial antioxidante total (TRAP) em homogeneizado de cortex
cerebral de ratos jovens

Nossos resultados demonstram que o IVA (0,5-10mM) [Figura 4.18:
F@ii12= 0,310; P > 0,05] e a IVG (0,01-1mM) [Figura 4.19: F(316=0,400; P >
0,05] nao alteraram significativamente o TRAP em homogeneizado de coértex

cerebral de ratos jovens.
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Figura 4.18 — Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) sobre o potencial
antioxidante total (TRAP) em cértex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam meédia + desvio padréo (n=4) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 13,3 + 1,34 nmol de Trolox / mg de
proteina). A diferenga entre as médias foi calculada por analise de variancia de

uma via (ANOVA). N&o houve diferenga significativa entre os grupos.



57

120 4

100

o]
o
1

TRAP
3
1

(% do controle)

N
o
1

Controle 0,01 0,1 1
IVG (mM)

Figura 4.19 — Efeito in vitro da isovalerilglicina (IVG) sobre o potencial
antioxidante total (TRAP) em homogeneizado de cortex cerebral de ratos
jovens.

Os valores representam média + desvio padréo (n=5) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 16,35 £ 1,73 nmol de Trolox / mg de
proteina). A diferenga entre as médias foi calculada por analise de variancia de

uma via (ANOVA). N&o houve diferenga significativa entre os grupos.
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4.7 Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) e da isovalerilglicina (IVG)
sobre a reatividade antioxidante total (TAR) em homogeneizado de cortex
cerebral de ratos jovens

Nossos resultados demonstram que o IVA (1-10mM) [Figura 4.20: F3,12)=

0,290; P > 0,05] e a IVG (0,01-1mM) [Figura 4,21: F(316= 0,015; P > 0,05], ndo

alteraram significativamente a medida do TAR em homogenizado de coértex

cerebral.
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Figura 4.20 — Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) sobre a reatividade
antioxidante total (TAR) em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam meédia + desvio padréo (n=4) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 38,58 £ 9,12 nmol de Trolox / mg de
proteina). A diferenga entre as médias foi calculada por analise de variancia de

uma via (ANOVA). N&o houve diferenga significativa entre os grupos.
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Figura 4.21 — Efeito in vitro da isovalerilglicina (IVG) sobre a reatividade
antioxidante total (TAR) em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrao (n=5) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 26,9 + 6,4 nmol de Trolox / mg de
proteina). A diferenga entre as médias foi calculada por andlise de variancia de

uma via (ANOVA). N&o houve diferenga significativa entre os grupos.

A seguir, estudamos o efeito do acido isovalérico (IVA) e da isovalerilglicina
(IVG) sobre a geragdo de espécies reativas avaliada pela oxidagdo da 2,7-

diclorofluoresceina (DCFH-DA) em homogeneizado de coértex cerebral de ratos

jovens.
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4.8 Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) e da isovalerilglicina (IVG)
sobre a oxidacado da 2,7-diclorofluoresceina-diacetato em homogeneizado de
coOrtex cerebral de ratos jovens

Nossos resultados demonstram que o IVA (10 mM) e a IVG (1 mM) nao
modificaram significativamente a oxidacdo do DCFH-DA em homogeneizado de

cortex cerebral de ratos jovens [Figura 4.22: F2,12=0,121; P > 0,05].
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Figura 4.22 — Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) e da isovalerilglicina
(IVG) sobre a oxidagao do DCFH-DA em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrao (n=5) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 685 + 68,2 pmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de variancia de uma via

(ANOVA). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Estudamos entdo o efeito in vitro do &cido isovalérico (IVA) e da
isovalerilglicina (IVG) sobre a oxidagdo de proteinas, medida através da
determinagao do conteudo dos grupamentos sulfidrila e da formagéo de carbonilas

em homogeneizado de cértex cerebral de ratos jovens.

4.9 Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) e da isovaleriglicina (IVG)
sobre o contetdo de grupamentos sulfidrila em homogeneizado de coértex
cerebral de ratos jovens

A Figura 4.23 mostra que o IVA (0,01-10mM) n&o alterou significativamente
a medida de grupamentos sulfidrila em homogeneizado de cértex cerebral de ratos
jovens [F30= 1,488; P > 0,05], o mesmo ocorrendo para a IVG (0,01-1mM)

[Figura 4.24: F(5‘24)= 1,506; P > 0,05]
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Figura 4.23 — Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) sobre o conteudo de
grupamentos sulfidrila em cértex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam meédia + desvio padréo (n=6) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 65,3 £ 10,2 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de varidncia de uma via

(ANOVA). Nao houve diferenga significativa entre os grupos.
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Figura 4.24 — Efeito in vitro da isovalerilglicina (IVG) sobre a medida de
grupos sulfidrila em homogeneizado de cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam meédia + desvio padréo (n=5) e estdo expressos
como porcentagem do controle (Controle: 65,6 £ 6,08 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de varidncia de uma via

(ANOVA). Nao houve diferenga significativa entre os grupos.
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4.10 Efeito in vitro do &cido isovalérico (IVA) e da isovalerilglicina (IVG)
sobre a formacédo de carbonilas em homogeneizado de cortex cerebral de
cérebro de ratos jovens

A Figura 4.25 demonstra que o IVA, nas concentragbes de 5 e 10 mM,
aumentou significativamente (70-90%) a formag&o de carbonilas [F323)= 7,186; P
< 0,01] de forma dose dependente [=0,656; P < 0,001]. Contudo, verificamos que
a IVG (0,25-1mM) nao alterou significativamente esse paréametro [Figura 4.26:

F3,16=0,813; P > 0,05].
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Figura 4.25 - Efeito in vitro do acido isovalérico (IVA) sobre a formagédo de
carbonilas em cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=6) e os resultados
expressos em porcentagem do controle (0,41 £ 0,16 nmol / mg de proteina). A
diferenca entre as meédias foi calculada por andlise de variancia de uma via
(ANOVA), seguida do teste de Duncan (** P<0,01, ***P<0,001, comparado ao

controle).
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Figura 4.26 - Efeito in vitro da isovalerilglicina (IVG) sobre a formagao de
carbonilas em cértex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média * desvio padrdo (n=5) e foram expressos em
porcentagem do controle (1,57 £ 0,21 nmol / mg de proteina). A diferenca entre as
médias foi calculada por analise de variancia de uma via (ANOVA). N&o houve

diferenca significativa entre os grupos.
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5. DISCUSSAO

A acidemia isovalérica € uma doencga hereditaria neurometabdlica do
catabolismo do aminoacido leucina, com transmissdo autossémica recessiva,
causada pela deficiéncia da atividade da enzima isovaleril-CoA desidrogenase
(TANAKA et al, 1966, SWEETMAN e WILLIAMS, 2001), levando ao acumulo
preponderante dos acidos isovalérico (IVA), 3-hidroxiisovalérico (3-OHIVA) e da
isovalerilglicina (IVG). As concentragdes de IVA atingem 5 mM no sangue dos
pacientes, principalmente durante episddios agudos, enquanto as do 3-OHIVA e
IVG sdo menores (TANAKA et al, 1966; SWEETMAN e WILLIAMS, 2001;
SCRIVER et al., 2001, VOCKLEY e ENSENAUER, 2006).

Existem dois fendtipos clinicos frequentes da acidemia isovalérica, ambos
devidos ao mesmo defeito bioquimico. S&o eles a forma neonatal, grave, aguda e
a forma crbénica, menos grave, com inicio de apresentacdo mais tardio
(SWEETMAN e WILLIAMS, 2001; SCRIVER et al., 2001). Em ambos os variantes,
os sintomas neuroldgicos, como hipotonia, letargia, coma e convulsdes sao
predominantes. Os achados laboratoriais sdo de acidose metabdlica, moderada
cetonuria, acidemia/aciduria lactica e hiperamonemia (FISCHER et al., 1981). Um
terceiro variante foi recentemente descrito com um fendtipo bioquimico leve
(VOCKLEY e ENSENAUER, 2006).

Apesar de sintomas clinicos serem predominantemente neuroldgicos, a
fisiopatogenia do dano cerebral nesta doenga é pouco conhecida. Porém, o
acumulo de metabdlitos toxicos na acidemia isovalérica pode potencialmente

contribuir para a neuropatogénese dessa patologia. Assim, se faz necessaria uma
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investigacdo do papel dos metabdlitos acumulados na acidemia isovalérica sobre
a funcao do sistema nervoso central. Recentemente, foi demonstrado que o acido
3-hidroxiisovalérico, que também esta acumulado nos pacientes com acidemias 3-
metilglutacénica e 3-hidroxi-3-metilglutarica induz estresse oxidativo em cérebro
de ratos (LEIPNITZ et al., 2008 a,b). Assim, o presente trabalho teve como
objetivo investigar os efeitos in vitro do IVA e da IVG sobre alguns parametros
importantes de estresse oxidativo no cortex cerebral de ratos jovens. Testamos o
efeito destes metabdlitos (0,1-10 mM IVA e 0,01-1 mM IVG) sobre o dano
oxidativo lipidico (TBA-RS e quimiluminescéncia) e protéico (oxidagdo de
sulfidrilas e formacgéo de carbonilas), bem como sobre a oxidagdo do DCFH-DA e
sobre o conteudo das defesas antioxidantes ndo enzimaticas GSH, TRAP, TAR
em homogeneizado de coértex cerebral. Enfatize-se que as concentragdes dos
metabdlitos acumulados na acidemia isovalérica aumentam dramaticamente
durante crises de descompensacao metabdlica.

Verificamos inicialmente que o IVA em concentragdes tao altas quanto 10
mM nao alterou a peroxidacéo lipidica, enquanto a IVG em concentracdes a partir
de 0.5 mM aumentou significativamente as medidas de TBA-RS (35-40 %) e
quimiluminescéncia (30%). No ensaio de quimiluminescéncia, a luz & proveniente
principalmente de carbonilas excitadas, ion superdxido, peronitrito e de lipidios
peroxidados e a medida do TBA-RS reflete a quantidade de malonodialdeido
formado que é o produto final da peroxidacdo de acidos graxos das membranas
celulares (HALLIWEL e GUTERIDGE, 2007 a, b). Portanto, os valores
aumentados destes compostos indicam que a IVG causou oxidacéo in vitro dos

lipidios presentes nos homogeneizados no cortex cerebral.
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Com a finalidade de investigar se este efeito foi devido a glicina (1-5 mM)
que faz parte da molécula de IVG, testamos o efeito deste aminoacido sobre os
mesmos parametros e verificamos que este aminoacido também induziu dano
oxidativo lipidico nesta estrutura cerebral ao aumentar o TBA-RS (25%) e a
quimiluminescéncia (23%). Tais resultados evidenciam a necessidade de se
investigar com profundidade a agado da glicina sobre a producdo de espécies
ativas no cérebro, visto que esse aminoacido é utilizado no tratamento para a
acidemia isovalérica por se ligar ao acido isovalérico e excreta-lo na urina mais
facilmente. Além disso, niveis teciduais aumentados de glicina sdo também
encontrados nas doengas hiperglicinemia n&o cetdtica e hiperglicinemia cetética,
esta ultima presente nas acidemias metilmalénica e propidnica em que ja foi
detectado indugéo de estresse oxidativo (MOYANO et al., 1997; FONTELLA et al.,
2000).

Seguimos nossa investigagdo procurando determinar quais espécies ativas
estavam envolvidas no efeito do IVG. Desta forma, co-incubamos os
homogeneizados com IVG (1 mM) e os antioxidantes trolox (TRO, 1,5 uM),
melatonina (MEL, 200 pM), glutationa (GSH, 100 pM), Nw-nitro-L-arginina
(LNAME, 500 pM), N-acetilcisteina (NAC, 1 mM), combinacédo de catalase (CAT,
2,5 mU/mL) e superéxido dismutase (SOD, 2,5 mU/mL) ou creatina (Cr, 3,0 mM)
nas doses usualmente utilizadas em estudos in vitro para prevenir ou reverter
aumento da producdo de espécies ativas evidenciado pelo aumento da medida
TBA-RS (LEIPNITZ et al,. 2008 a,b). Verificamos que nestas concentragdes
somente a N-acetilcisteina, que é precursora da formacdo de GSH e facilmente

cruza membranas celulares, foi capaz de reverter o efeito estimulatorio da IVG
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sobre os niveis de TBA-RS. O fato do GSH néao ter sido capaz de prevenir este
efeito, contrariamente a N-acetilcisteina, pode ser atribuido ao fato de que o
mesmo tem dificuldade de atravessar membranas celulares (HALLIWELL e
WHITEMAN, 2004). O préximo passo foi repetir os mesmos ensaios com doses
maiores dos antioxidantes. Nossos resultados mostraram que, com execcao da
combinagao SOD e CAT, todos os outros antioxidantes reverteram completamente
o0 aumento da lipoperoxidacido causada pelo IVG. Neste particular, enfatize-se que
em altas doses varios antioxidantes, inclusive GSH e SOD podem cruzar
membranas celulares (RIUS et al., 2003). Concluimos que as espécies ativas
superoxido e/ou peroxido de hidrogénio ndo foram responsaveis pelo dano
oxidativo lipidico causado pelo IVG, visto que a combinagdo SOD e CAT nao
reverteu o efeito da IVG. Por outro lado, é possivel que os radicais hidroxila e
peroxila estejam envolvidos com o efeito do IVG, ja que os antioxidantes que
sequestram estas espécies ativas preveniram totalmente a peroxidagao lipidica
induzida pela IVG.

Verificamos também que o IVA e a IVG ndo modificaram a oxidagdo do
DCFH-DA em doses tao altas quanto 10 mM e 1 mM, respectivamente. No
entanto, deve-se frizar que a fluorescéncia detectada pelo aumento de DCF € um
ensaio pouco sensivel, e sendo alterado principalmente pelos radicais hidroxila e
peroxinitrito. Assim sendo, os presentes resultados sugerem, portanto, que a IVG
provavelmente ndo induz superproducdo das espécies ativas peroxinitrito e
hidroxila que sdo mais facilmente detectadas por este ensaio (HALLIWELL e

WHITEMAN, 2004).
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O préximo passo de nossa investigagao foi determinar a influéncia do IVA e
da IVG sobre o sistema de defesa antioxidante no cérebro. Verificamos
inicialmente que o IVA ndo modificou, enquanto a IVG provocou uma diminuicao
significativa dos niveis do glutationa reduzida GSH (20%). Tais resultados estao
de acordo com o fato de que a N-acetilcisteina, substrato para a formacédo de
GSH, foi capaz de em concentracdes relativamente baixas prevenir o aumento da
lipoperoxidagao lipidica induzida pelo IVG. Verificamos também que o IVA (0,5-
10mM) e a IVG (0,01-1mM) ndo afetaram as medidas de TRAP e TAR que
representam o potencial antioxidante total e a reatividade antioxidante total,
respectivamente. Apesar de até o momento ndo termos uma explicacdo para
esses resultados aparentemente discrepantes, € possivel que a reducdo de GSH
nao foi capaz de alterar o valor total das defesas antioxidantes n&o enzimaticas
medidas pelo TRAP e pelo TAR. Por outro lado, relembramos que, o efeito da IVG
diminuindo os niveis cerebrais de GSH ndo se deveu a uma acao oxidante direta
do metabdlito ou a interferéncia do mesmo no ensaio de medida do conteudo de
GSH, ja que a exposigdo de GSH comercial com IVG por 1 hora ndo alterou as
concentragbes de GSH. Concluimos que a IVG reduziu os niveis de GSH
provavelmente devido a formacdo aumentada de radicais livres e oxidantes
induzidos pelo composto.

Verificamos também que o IVG n&o induziu dano oxidativo protéico medido
pela oxidacao de sulfidrilas e pela formacao de carbonilas, enquanto o IVA causou
um aumento significativo na formacao de carbonilas (90 %), sem alterar os niveis
de tidis. Tendo em vista que a quantificacdo de carbonilas tem servido como um

dos testes para se avaliar dano oxidativo protéico (DALLE-DONNE et al., 2003),
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tais resultados sugerem que o IVA induziu oxidagcdo protéica. Devemos, no
entanto, considerar que o0 ensaio das carbonilas ndo € um marcador especifico
para dano oxidativo protéico, visto que aldeidos e proteinas glicadas também
interferem neste parametro (UCHIDA, 2003). Dai, ndo se poder excluir totalmente
a possibilidade de que aldeidos formados a partir de IVA possam ter contribuido
com o aumento do conteudo de carbonilas.

Tendo em vista que a IVG induz lipoperoxidagdo e reducdo de GSH
provavelmente secundarios a maior formacao de espécies ativas e que o estresse
oxidativo resulta de um desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a produgao
de espécies ativas em um tecido (HALLIWELL e GUTERIDGE, 2007 a,b),
concluimos que o IVG causa estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos
jovens.

Devemos também enfatizar que o cérebro possui poucas defesas
antioxidantes, além de uma maior quantidade de lipidios insaturados (suscetiveis
a oxidagao) e de ferro, que induz a formagao de radicais livres através da reagao
de Fenton, quando comparado com outros tecidos, tornando-o mais suscetivel ao
ataque por radicais livres (HALLIWELL e GUTERIDGE, 2007c).

Por outro lado, é dificil determinar a relevancia fisiopatolégica de nossos
resultados, visto que nao sao conhecidas as concentragdes cerebrais dos
principais metabdlitos acumulados na acidemia isovalérica.

Concluindo, os presentes achados indicam que a IVG, um dos metabdlitos
acumulados na acidemia isovalérica, induz estresse oxidativo (aumento da
peroxidacao lipidica e diminuicdo do GSH) in vitro em cortex cerebral de ratos

jovens, enquanto o IVA é potencialmente capaz de provocar dano oxidativo
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proteico. Um aumento do estado pré-oxidante e uma menor capacidade
antioxidante, representada pelo decréscimo do GSH cerebral, indica que o
estresse oxidativo possa representar um mecanimo na fisiopatologia do dano
neurologico caracteristico da acidemia isovalérica. No entanto, convém salientar
que o grau do dano oxidativo provocado por estes metabdlitos e observado no
presente estudo foram modestos, quando comparados com outros metabdlitos
acumulados em outra acidemias organicas (LEIPNITZ et al., 2008 a,b). Estudos
adicionais in vivo sobre os efeitos desses metabdlitos em modelos animais de
acidemia isovalérica, bem como a medida de parametros de estresse oxidativo em
tecidos de pacientes portadores dessa doenga seriam, portanto, interessantes
para confirmar nossos resultados in vitro e melhor avaliar se esse mecanismo € de

fato, importante na patogénese da acidemia isovalérica.
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6. CONCLUSOES

1) O acido isovalérico (IVA) em concentragdes tao altas quanto 10 mM nao
alterou significativamente a medida das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBA-RS), enquanto a isovalerilglicina (IVG), em concentragdes a
partir de 0.5 mM e a glicina (GLI), em concentragdes a partir de 2,5 mM,
aumentaram significativamente de forma dose dependente as medidas de TBA-RS

em homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens.

2) O IVA (0,01-10mM) néo alterou significativamete a quimiluminescéncia,
enquanto a IVG na concentracdo de 1 mM e a GLI na concentragdo de 5 mM
aumentaram significativamente a quimiluminescéncia em homogeneizados de

cértex cerebral de ratos jovens.

3) Os antioxidantes trolox (TRO, 1,5 uM), melatonina (MEL, 200 pM),
glutationa (GSH, 100 pM), Nw-nitro-L-arginina (LNAME, 500 uM), combinagao de
catalase (CAT, 2,5 mU/mL) e superdxido dismutase (SOD, 2,5 mU/mL) e creatina
(Cr, 3,0 mM) em doses usualmente utilizadas em estudos in vitro para prevenir ou
reverter aumento da produgao de espécies ativas nao reverteram o aumento de
TBA-RS induzido por IVG (1 mM). No entanto, a N-acetilcisteina (NAC, 1 mM),
que é precursora da formacao de GSH e facilmente cruza membranas celulares,

foi capaz de reverter o efeito estimulatorio da IVG sobre os niveis de TBA-RS.
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4) Doses maiores dos antioxidantes MEL-1 mM, TRO-10 yM e GSH-750
MM, com exec¢cdo da combinagdo SOD-15 mU/mL e CAT-15 mU/mL, foram
capazes de prevenir completamente a inducao de lipoperoxidagao causada pelo

IVG.

5) O IVA (0,01-10Mm) ndo modificou, enquanto a IVG, nas concentragbes
de 0,5 mM e 1 mM provocaram uma diminui¢ao dos niveis de glutationa reduzida

(GSH) em homogeneizados de cértex cerebral de ratos jovens.

6) A diminuicdo das concentragdes de GSH ndo se deveu a uma agao

oxidante direta da IVG e tampouco a uma interferéncia da IVG na medida do GSH.

7) O IVA (0.5-10mM) e a IVG (0,01-1Mm) néo alteraram o potencial
antioxidante total (TRAP), bem como a reatividade antioxidante total (TAR) em

homogeneizados de cértex cerebral de ratos jovens.

8) O IVA e a IVG, nas concentragbes de 10 mM de 1 mM, respectivamente,
nao modificaram a oxidagdo do DCFH-DA em homogeneizados de cértex cerebral

de ratos jovens.

9) O IVA (0.01-10 mM) e a IVG (0,01-1 mM) nao alteraram a concentragao
(oxidacdo) de grupamentos sulfidrila em homogeneizados de coértex cerebral de

ratos jovens.
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10) O IVA, nas concentragdes de 5 e 10 mM, aumentou significativamente e
de forma dose-dependente a formagdo de carbonilas, sendo que a IVG (0,25-
1mM) n&o foi capaz de alterar significativamente este pardametro em

homogeneizados de cértex cerebral de ratos jovens.

11) Concluindo, IVG, metabdlito acumulado na acidemia isovalérica, induz
estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos jovens in vitro, o que pode estar
relacionado com a fisiopatologia do dano cerebral que ocorre nos pacientes

afetados por esta doenca.
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